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神経成長因子 (n e rv e g r O W 血 f a ct o r , N G F) は , 神経細胞の 細胞分化と 生存維掛 こ作用するだけでなく , 肥満細胞 ･ マ ク

ロ フ ァ
ー

ジ お よ び リ ン パ 球な どの 免疫担当細胞に対 しても分化誘導と 生 存維持で 関与する ことが 知 られ て い る . 大腸癌組織 に

は これ らの 細胞浸潤が しば しば観察 さ れ , 癌細胞 か ら 分泌 さ れ る N G F が 痛組織内の 免疫担当細胞 に作用し, 浸潤
■

転移に 影

響を与えて い る可能性が示唆 され る . 本研究 で は大腸癌細胞 に N G F の 発現 が あるか 否か を, ヒ ト大腸癌培養細胞12 株(C a R ･

1
,
R C M - 1

,
S W 8 3 7

,
S W 4 8

,
S W 4 8 0

,
S W 6 2 0

,
C ol o 2 0 1

,
C ol o 3 20 D M

,
H T 1 2 9

,
Ⅰ. S 1 7 4 T

,
H C r 1 5

,
D L D -1) お よ び外科的 に切除され た 原発

性大腸癌27 例で 検索 した . 逆転写一P C R 法 に よる N G F m R N A の 発現 は
,
培養細胞株の 75 % (9 株) , 切除大腸癌の 95 % (2 5 例)

に認め られ , そ の 局在 は遺伝子組織化学法に よ り痛細胞である こ と が確 か め られ た . 免疫組織化学染色法に よ る N G F 蛋白は

N G F m R N A の 発現 をみ た癌細胞質内に発現 し, 培養細胞株で は m R N A 発現株の 全て に , 切除大腸癌で は20 例に 陽性 であ っ た .

N G F の 発現 を認 め た培養細胞株 の 上浦 をラ ッ ト褐色細胞腫 か ら樹立さ れ た P C 1 2 細胞 に添加 した と こ ろ P C 1 2 細胞 の 突起は有

意 に伸長 し, こ の 突 起伸長は抗 N G F モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗 体に よ り抑制 され た . 以 上 の 成績 は , 大腸癌細胞が 生 物学的活性を有

す る N G F 蛋白を合成 ･ 分泌 して い る こ と を示 して い る .

Ⅸe y w o rd s c ol o r e ct al c an C e r , n e rv e g r O W 血 f a ct o r , i n sit u h y b ri diz ati o n , r e V e r S e tr a n S C rip ti o n
- P C R ,

i m m u n o h ist o ch e m ic al st ai ni n g

神経成長因子 (N e rv e g r O W th 払c to r , N G F) は , 中枢 神経 の み

な らず末梢神経 の ニ ュ ー ロ ン の 生 存維持と細胞分化を調節する

代表的な神経栄養因子であ る
1)

､ 3】
. こ の N G F は

, 他 の 多く の 神

経栄養因子と は 違っ て , 肥 満細胞 ,
マ ク ロ フ ァ

ー ジや リ ン パ 球

などの 免疫担当細胞 に作用 して
,
こ れ ら 細胞の 生存維持 , 分化

誘導 や化学伝達物質の 分泌促進 な ど に 関 わ る 機能も有 し て い

る
4卜 12)

.

一 方
,
消化器病 の 病巣部 に は , 肥 満細胞 ,

マ ク ロ フ ァ

ー ジや リ ン パ 球の 浸潤が しば しば観察 さ れ
1 3卜 15ユ

, 痛関連肥満細

胞 (t u m o r - a S S O Ci a t e d m a s t c ell s) , 痛 関連 マ ク ロ フ ァ
ー

ジ

(t u m o ト a S S O C i a t e d m a c r o p h a g e s) お よ び 腫瘍浸潤 リ ン パ 球

(tu m o r i n 別tr ati n g ly m p h o c yt e s) の 別名で 呼ば れ て おり, 腫瘍免

疫だけでなく膿瘍の 増殖 お よ び転移
･ 浸潤 とも深く関わりの あ

る こ とが 知 られ てい る
16)､ 20)

.
こ れ ら免疫担当細胞 を誘導する サ

イ トカ イ ン と して は
,
以 前 より癌細胞か ら分泌 さ れ る コ ロ ニ

ー

刺激因子 (c ol o n y - S ti m ul a ti n g f a ct o r , C S F) が 知 られ て お り, 消

化器痛に お ける C S F 発現 に つ い て の 研 究が 散見さ れ る
21) 2 2)

. し

か し
,
こ れ ま で に消化器癌 に お け る N G F の 発現 に つ い て の 報

告は な い
. そ こ で 本研究 で は , 大腸癌細胞 に お ける N G F の 発

現に つ い て研究 した.

材料お よ び方法

Ⅰ. 培養細胞株

1 . ヒ ト大腸痛培養細胞株 と N G F 産生 ヒ ト悪性 グリ オ
ー マ

細胞株

今回の 実験に は
,
ヒ ュ ー

マ ンサ イ エ ン ス 資源研究 バ ン ク より

購 入 した C a R - 1
,
R C M -1

, S W 8 3 7 , 大 日本 製薬 より の S W 4 8 ,

S W 4 8 0 , S W 6 2 0 , C ol o 2 0 1 , C o l o 3 2 0 D M ,
H T -2 9

,
L S 1 7 4 T

,

H C T 1 5
,
D Iエト1 の 12 種類の 大腸癌培養細胞株を使用 した .

ま た
,
N G F を産生 して い る こ と で 知 ら れ て い る ヒ ト悪性 グ

リ オ
ー

マ 培養細胞株であ る U 87 M G
23)
を 金沢大学脳神経外科学

教室より供与 して 頂き, 陽性 コ ン ト ロ
ー ル と し た .

上 記1 3 種類の 細胞培養 に は, 1 0 % 牛胎児血 清 (f e tal b o vi n e

s e ru m
,
F B S) (C ell C ultu r e l . a b o r at o ri e s , C l e a v el a n d , U S A) と0 .3

m g/ m l グ ル タ ミ ン (日 水製薬, 束京) を含む R P M l
-1 6 40 培地(日

水製薬) を用い ,
5 % C O 2 濃度で37 ℃の 条件下 で 培養 した.

2 . P C 1 2 細胞株

神経細胞 の モ デル と して, ラ ッ ト褐色細胞腫か ら樹立 され た

P C 1 2 細胞株を ヒ ュ
ー

マ ン サ イ エ ン ス 資源研究バ ン ク より購 入

し て使用 し た. 細胞の 培養に は, 5 % F B S と 10 % 馬血 清 O l O r S e

s e ru m ) ( Gib c o B R L , N e w Y o r k , U S A) と0 .3 m g/ m l グル タ ミ ン

を含 む R P M I ･ 1 6 40 培地を用 い ,L 5 % C O 2 濃度 で37 ℃ の 条件下 で

培養 した.

Ⅰ . 臨床材料

199 7 年8 月 より199 8 年3 月の 8 ケ 月 間に金沢大学第 二 外科で

切除 さ れ た 原発性大腸癌33 例 のうち, 新鮮材料 で遺伝子 レ ベ

ル の 検索 が可能であ っ た27 例を村象と した .

大腸 痛症例 の 内訳 は, 男 性17 例 , 女性1 0 例 , 平均年齢 は

63 .4 歳
,
組織学的病期で は0 期1 例 ,

Ⅰ期4 例, Ⅱ 期10 例 ,
Ⅲ a

平成1 1 年 3 月2 3 日受付, 平成 11 年5 月2 6 日受理

A b b r e vi ati o n s : C S F , C Ol o n y - Sti m ul atin g f a ct o r; F B S , 蛤t al b o vi n e s e r u m ; IS H , i n sit u hすb ri diz ati o n ; N G F , n e rv e

g r o w th f a c t o r; P B S , p h o s p h at e b ufft r e d s ali n e; R T P C R , r e V e r S e t r a n S C ri p ti o n
･ P C R



3 5 0

期3 例
,
Ⅲb 期6 例

,
Ⅳ 期3 例 であ っ た .

な お , 各臨床病理学的因子 の 記載は大腸癌取 り扱 い 規約 (改

訂第5 版)
別)
に 従 っ た .

原発 性大腸癌 の N G F 蛋白 の 発現 は , 1 0 % ホ ル マ リ ン 固定 パ

ラ フ ィ ン包埋切片を用 い て免疫組織化学染色 に より調 べ ,
ま た

,

痛 組織内で の N G F m R N A の 発現 と局在を明 らか にす る目的で ,

原発性大腸癌2 7 例 の 痛 部お よ び非痛部の 新鮮材料を用 い て ,

逆転写- ポ リ メ ラ
ー ゼ 連鎖反応 (r e v e r s e t r a n s c rip ti o n - P C R , R T I

P C R) 法お よ び 遺伝子組織化学法 (i n situ h yb ri di z ati o n , IS H ) を

行 っ た . R T P C R 法 の た め に採取 した組織 は , 直ち に 液体窒素

により凍賭 し, R N A を抽 出するま で- 8 0 ℃ で 保存 した . ま た
,

IS H の た め に採取 し た 組織 は, 4 % パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド/ 0 .1

M リ ン 酸横衝液 b E 7 .2) によ り4 ℃で8 時間固定 した . 固定私

4 ℃ で
一

晩 , 3 0 % し ょ 糖 を含 ん だ0 .1 M リ ン 酸緩衝液 (p H 7 .2)

で 置換 した .

Ⅱ . 疋トP C R 法 を用 い た N G F m R N A 発現 の解析

1 . 繚R N A の 抽出

培養細胞株 と凍結 した 切除標本 か ら 酸性 グ ア ニ ジ ン/ フ ェ ノ

ー ル/ クロ ロ ホ ル ム 法
25)

に より絵 R N A を抽 出し た .

2 .
プライ マ ー

お よび プロ ー ブ用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドの 作 成

′9
- N G F

, β - ア ク チ ン に対す る m R N A 検 出用プライ マ
ー

お よ

び プロ ー

ブ と して 以 下 の オ リ ゴ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ドを合

成 した (宝酒造, 京都) . それ ぞれ の 塩基配列 はノ9
- N G F : セ ン ス

プ ライ マ ー

5
'
- G T T C T A C A C T C T G A T C A C A G C T -3

'

,
ア ン チ セ

ン ス プ ラ イ マ ー

5
,

r A G C C T T C C T G C T G A G C A C A C - 3
'
■

,
プ ロ

ー

ブ5
'
- G A T G A T G A C C G C T T G C T C C T G T G ふ3

'

, β- ア クチ ン: セ

ン ス プ ラ イ マ
ー

5
'

- G A A A A T C T G G C A C C A C A C C T r 13
'

,
ア ン チ

セ ン ス プ ラ イ マ
ー

5
,

- G T r G A A G m G T r T C G T G G A T 13
'

,
プ ロ

ー

ブ5
,

- G A T C T T C A T G A G G T A G T C A G T ･3
'

と した . プ ロ
ー

ブ

の
32
p 標識 は , タ

ー

ミ ナ ル デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ドト ラ ン ス フ エ

ラ ー ゼ (B R L , G ai th e r sb u r g , U S A ) を用い た3 宋端標識法 に より ,

【α -
32
P] d C T P (2 2 2 T b q / m m ol , D u P o n t , W il m i n g t o n , U S A ) で 標

識 した .

3 . ⅣトP C R 法

1 p g
の 総 R N A を65 ℃ で 15 分 間変性後, 1 本鎖 c D N A 合成キ

ッ ト (Cl o n t e c h , P al o A lt o , U S A ) を 用い て , 逆転写反応 にて

c D N A を 合成 し た
2 6)

. すなわ ち, 2 0 0 ユ ニ ッ ト の モ ロ ネ
ー

白血

病 ウ イ ル ス 逆転写酵素 と0 .5 m M の デ オ キ シリ ボ ヌ ク レ オ チ ド

(d J m ,
d C T P

,
d G m

,
d T T P) 混合液, 7 5 /L g/ m l オ リ ゴd T プ ラ

イ マ
ー

,
1 単 位 R N A 阻害因子 ,

5 0 m M T ri s - H C l (p H 8 . 3) , 7 5

m M K Cl
,
3 m M M g C1 2 を3 7 ℃で 90 分間反応 させ た . 引き続き

94 ℃におい て 5 分 間加熱 し
,
逆転写酵素 を失括さ せ た .

次 に
,
上 記 に 述 べ た各 m R N A に 特異的な プ ラ イ マ ー と T a q

D N A ポリ メ ラ
ー ゼ (宝酒造) を用 い て プ ロ グラ マ ブ ル

･

サ
ー

マ

ル ･

コ ン ト ロ
ー

ラ
ー

( フ ナ コ シ , 東京) にて D N A を増 幅 した .

なお
,
P C R 反 応 は

,
熱変性を94 ℃ 30 秒 間, ア ニ

ー

リ ン グ を

60 ℃ 1 分 間, D N A の 伸 長を72 ℃ 2 分 間と し, こ れ を1 サ イ ク

ル と して
,
N G F は30 サ イ ク ル , β

- ア クチ ン は18 サ イ ク ル にて

行 っ た .

4 . サ ザ ン プ ロ ッ ト法

P C R 産物を1 % ア ガ ロ
ー

ろゲ ル にて 電気泳動 し, 0 ･2 N N a O H

溶液に て変性後, 中和 して か ら ナ イ ロ ンメ ン プ レ ン フ ィ ル タ
ー

( P al 1 Bi o S u p o rt , N e w Y o r k , U S A)
t に ～ 晩転写 し

,
U V ス ト ラ タリ

ン カ ー

1 8 0 0 (S tr at a g e n e , C ali fo r ni a , U S A ) に より, 1 2 0 ミリ ジ ュ

ー ル
, 波長2 54 n m の 紫外線を照射 して フ ィ ル タ

ー

に固着させ

た . こ の メ ン プ レ ン に つ い て
,
1 M 塩 化 ナ トリ ウ ム ,

5 0 m M

T ri s - H C l 緩衝液 b H 7 .5) , 1 0Ⅹデ ン ハ ル ト溶液 (1 Ⅹデ ン ハ ル ト溶

液 は ,
0 .0 2 % ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン

,
0 . 0 2 % フ ィ コ

ー

ル
,

0 .0 2 % ウ シ 血清 ア ル ブ ミ ン) , 0 .1 % N - ラ ウ リ ル サ ル コ シ ン 酸ナ

ト
1
) ウ ム

,
1 0 m M E D T A

,
2 5 0 FL g/ m l 熱変性サ ケ 精子 D N A か

ら な る プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー シ ョ ン 溶液を用い て , 5 5 ℃で2 時

間の プ レ ハ イ プ リ ダイゼ ー シ ョ ン を行 っ た . 続 い て , プ レ ハ イ

プ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン 溶 液 に熟変性 し た

32
p 標識 プ ロ

ー

ブ を加え
,

5 5 ℃で 16 時間 の ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー

シ ョ ン を行 っ た .
ハ イ プリ

ダイゼ ー

シ ョ ン 後, メ ン プ レ ン を6 ⅩS S C (1 ⅩS S C は0 .1 5 M 塩

化ナ トリ ウ ム , 0 .0 1 5 M ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム) で 10 分 間ず つ 2

回洗浄 し
,
つ い で 0 .1 % N - ラ ウ リ ル サ ル コ シ ン 酸 ナ トリ ウ ム を

含む 6 ⅩS S C に より5 5 ℃ で15 分 間ず つ 2 回洗 浄 し た . 洗浄後,

Ⅹ線フ イ ル ム ( K o d a k , N e w Y o 九 U S A) を用 い て オ
ー

トラ ジ オグ

ラ フ イ
ー を行 っ た .

Ⅳ . 大腸癌培養細胞上溝中の N G F 蛋白 に よ る P C 1 2 細胞の

突起伸長作用の検索

各大腸痛培養細胞をそ れ ぞ れ 1 × 1 0ソm l の 濃 度で 10 % FIきS

を含む R P M I -1 6 4 0 培 地で , 5 % C P 2 膿度 で37 ℃ の 条件 下 で72 時

間培養 した . ほ ぼ コ ン フ ル エ ン ト に な っ た状態で
,
リ ン酸壊衛

生理食塩水 b h o s p h a te b u ff e r e d s ali n e , P B S) に て3 回洗浄後,

1 0 % F B S と 5 % 馬血 清を含 む R P M I -1 6 4 0 培地で ,
5 % C O 2 濃度

で37 ℃の 条件下 で24 時 間培養 した . その 培養上 宿を100 0 rp m ,

1 0 分 間遠心 し, 沈査 を取り除い た 溶液をP C 12 細胞 の 培養上帝

と して 用 い た .

P C 1 2 細 胞を0 .0 2 % E D T A 添加0 .芦5 % トリ プ シ ン 含有 の P B S

に て剥 柾後 ,
P B S に て2 回洗浄 し, そ れ ぞれ の 大腸癌培養細胞

上宿 にて 1 × 10 ソm l に希釈後 ,
6 ウ ェ ル 平底 マ イ ク ロ プ レ

ー

ト

に播種 し, 5 % C O z 濃度 で37 ℃の 条件 下 で4 8 時間培養 した . そ

の 衡 10 % F B S と5 % 馬血 清を含 む R P M I t 1 6 4 0 培地 にて , 同様

の 条件 で培養 し たも の ( コ ン ト ロ
ー ル) と比較 し, P C 1 2 細胞の

突起伸長の 有無を観察 した . 各大腸癌培養細胞上清を添加する

こ と によ る P C 1 2 細胞 の 突 起伸長に つ い て は O b t a ら
27)
の 方法を

用い て定量化 した . す なわち
, 各 々 2 回の 実験を行い ,

無作為

に10 視野 を観察 し , 細 胞 の 中心 か ら 突起 の 先端ま で の 長さ が

40 〃 m 以 上 の 突起 を有す る細胞を突起伸長陽性細胞 と して, 突

起伸長陽性細胞率を貸出 した . さ ら に
,
特異性 がす で に確認さ

れ て い る 抗 ヒ ト N G F マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
2 8)

( A u st r al

Bi ol o gi c al s , C alif o r ni a , U S A) を中和抗体と し て1 〃g / m l と なる

よう に P C 1 2 細胞 の 培 養液中 に漆加す る こ と に よ り, 突起伸長

が抑制 され るか 否か に つ い て も観察 した .

Ⅴ . I S H を用 い た 大腸癌組織 に お ける N G F 】m R 他 の 局在 に

つ い て の模索

1 . プ ロ
ー

ブ の 作 製

プ ロ ー

ブ は
,
ヒ トβ

- N G F c D N A を もと に 合成 した . P - N G F

c D N A は
,
R T I P C R 法 に より ヒ トβ一N G F を増 幅 して プ ラ ス ミ ド

ベ ク タ
ー

(プ ロ メ ガ , 東京) に 組み 込 み , ク ロ
ー ニ ン グ して得

た . すな わ ち , β- N G F を発 現 して い る こ と で 知 ら れ て い る

U 87 M G の c D N A よ り, β - N G F m R N A 検出用 に使用 した もの

と 同様 の プ ラ イ マ
ー を 用 い て 得 ら れ た R T - P C R 産 物 を 0 ･ 5

m g / m l の 臭化 エ チ ジ ウ ム を含む泳動緩衝液 (4 0 m M T ri s , 2
0

m M 酢酸 ナ トリ ウ ム ,
1 m M E D T A) 中で , 1 % ア ガ ロ

ー ス ゲル

を用 い て 電気泳動を行 っ た . 泳動彼の ア ガ ロ
ー ス ゲ ル に紫外線
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を照射 し, 増幅 さ れ た バ ン ドをア ガ ロ
ー ス ゲル か ら切り出した.

切り出 した ア ガ ロ
ー ス ゲ ル ス ライ ス か ら G e n e C l e a n Ⅱ キ ッ ト

( フナ コ シ) を 用い てP C R 産物を20 ′と̀ 1 の 蒸留水で 抽出した . さ

ら に,
r

r 4 D N A ポ リ メ ラ
ー ゼ (宝酒造) を用い て , P C R 産物 の末

端を平坦末端 に加 工 し, T 4 ポ リ ヌ ク レ オチ ドキ ナ
ー

ゼ (宝酒

造) を 用い て5
'

末端を リ ン 酸化 し た .
こ れ ら の 処理を施 した

PC R 産物 を プ ラ ス ミ ドp G E M 3 Z f (+) の マ ル チ ク ロ
ー

ニ ン グサ

イト5 椚 β Ⅰ の位置 に 組み 込ん だ . この プ ラ ス ミ ドで 形質転換

された大腸菌ⅩL2 - B l u e 株を L B 培地 ( パ ク ト トリ プト ン 10 g ,

酵母 エ キ ス 5 g , 塩化ナ トリ ウ ム 10 g , ア ン ピ シリ ン 50
′
" g /1)

で37 ℃ , 1 6 時 間培養した . 培養終了後 , 遠心 に て 集菌 し, 菌

体よりPl a s m id M idi k it (2 5) (Q I A G E N , C h at s w o rth , U S A) によ

りプ ラ ス ミ ドを回収 した . 得ら れ た プ ラ ス ミ ドが ヒ ト β
- N G F

で あ る こ と を塩基配列を決定 ( A B I P R I S M 3 1 0 G e n e ti c

An aly z e r , R E A p pli e d B i o sy s te m s , U S A ) する こ と によ り確認 し

た. プ ラ ス ミ ドをB d m H I を用い て線状 に した後
,
T 7 R N A ポ

リメ ラ
ー ゼ (宝酒造) によ りア ンチ セ ン ス ブ ロ

ー

プを作製した .

一 方 , こ の プ ラ ス ミ ドを5 椚 d I を用 い て線状 に した 後, S P 6

R N A ポ リ メ ラ
ー

ゼ ( G ib c o B R L) に よ りセ ン ス プ ロ ー ブ を作製

した . 試験 管内転写法 によ り合成 した これ ら の ブ ロ
ー

プ は【α -

th i o ･
3 5

S】d U T P (4 6 .3 7 1) q/ m m ol , N E N
T M

Li ft S ci e n c e P r o d u ct s
,

B o st o n
,
U S A) によ り標識 した.

2 . I S H

組織 片を ク ラ イ オ ス タ ッ トに よ り1 4 /` m の 厚 さ で 薄切 し,

ゼ ラチ ン を塗布 した ス ライ ドグラ ス 上 に 貼付 した . 風乾後 の切

片を
,
4 % パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド/ 0 .1 M リ ン酸横衝液 b H 7 .2)

で15 分 間の 後固定を行 い , 2 m g/ m l の グリ シ ンを 含ん だ P BS

で洗浄 し, 0 .2 5 % 無水酢酸 を含 ん だ0 .1 M 四 エ タ ノ ー ル ア ミ ン

で アセ チ ル 化 した 後, プ レ ハ イ プ リ ダ イ ゼ
ー

シ ョ ン を室温 で2

時間行っ た . プ レハ イプ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ン 溶液は
,
5 0 % 脱イ オ

ン化 ホ ル ム アミ ド
,
4 ⅩS S C

,
0 .1 M リ ン酸横衝液 b H 7 .2) , 1Ⅹ

デ ン ハ ル ト溶液
,
2 % N ･ ラ ウ リ ル サ ル コ シ ン 酸ナ トリ ウ ム ,

2 0

m M 2 - メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル
,
25 0 / L g/ m l 熟変性サ ケ精子 D N A

からな る もの を 用い た . プ レ ハ イ プ リ ダイゼ ー

シ ョ ン 後, 2 Ⅹ

SS C で 洗浄 し, エ タ ノ
ー

ル によ り脱水 して 風乾した. その 後,

ス ラ イ ドグ ラス あた り100
′
" 1 の プ レハ イ プ リ ダイ ゼ

ー シ ョ ン 溶

液に
35

s 標識 した ブ ロ ー

プ を加 え て ,
ハ イ プ リ ダイ ゼ

ー シ ョ ン

を行 っ た . ま た 同時 に
,
2 種類 の 陰性対照実験を行 っ た . 1 つ

は
,
セ ン ス プ ロ

ー

プ を標識 して 同様 に ハ イ プリ ダイ ゼ ー シ ョ ン

を行い , もう1 つ は , 標識 した ア ン チ セ ン ス プ ロ ー ブ に対 して

N G F

β - a C ti m

35 1

2 0 0 倍 の 未標識 ア ン チ セ ン ス ブ ロ ー

プ を加 える こ とに より親合

阻害を させ て ハ イ プリ ダイ ゼ ー シ ョ ン を 行っ た . 3 7 ℃ で 16 時

間反応衡 ス ラ イ ド グラ ス を0 .1 % N ･ ラ ウ リ ル サ ル コ シ ン 酸 ナ

トリ ウ ム を含 ん だ0 .3 Ⅹ SS C によ り37 ℃で 1 時間ずつ 3 回
,
合

計3 時間洗浄した. 洗浄後 , 0 .3 M 酢酸ア ン モ ニ ウ ムを含 ん だ

エ タ ノ
ー

ル に より脱水 して風乾した . ス ライ ドグ ラ ス を風乾 し

た 後, 乳剤N T B -2 (K o d a k) を切片の 上 に 塗り, 4 ℃で2 週 間の

感光 を行 っ た . 感光 乱 現像液D 19 (K o d a k) で現像 し, H E 染

色 した . 標本の 観 察は , 明視野 と暗視野の条件 で光学顕微鏡

B E -2 ( オ リ ン パ ス , 東京) によ り行っ た .

Ⅵ . 免疫組織化学染色

臨床症例の 免疫組織化学染色は
,
パ ラ フ ィ ン 包塩 10 % ホ ル

マ リ ン 固定標本より4
′
" m の 切片を作成 し, 脱 パ ラ フ ィ ン 軋

C a tal y z e d Sig n al Am pli丘c a ti o n S y s te m ( D A K O , C 濾血 mi a , U S A)

を用 い て行 っ た . また
, 培養細胞 は , b b ⊥T e k チ ャ ン バ ー ス ラ

イ ド(N u n c , N 叩 e rv ill e , U S A) にて培 養後, アセ ト ン加 メ タ ノ ー

ル に より固定 した ものを用い て行 っ た .

一 次抗体 と して抗 ヒ ト

N G F マ ウス モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 (A u st r al Bi ol ogi c al s) を用い た .

0 .0 1 % ジ アミ ノ ペ ン チ ジ ン (Sig m a , S t . b ui s , U S A) 溶液で 発色

させ
,
0 .0 3 % メ チ ル グリ

ー

ンで 核染色を行 っ た . なお
, 免疫染

色時 に は
,
N G F 蛋白 の 発現 が認 め られ る悪性 グ リ オ

ー

マ 培養

細胞株 (ロ釘 M G) を ア セ ト ン加メ タ ノ
ー ル に て固定 したも の を

陽性 コ ン ト ロ ー ル と し て用 い た . ま た ,
一

次抗体 の 代 わ りに

P BS を用 い た もの を陰性 コ ン トロ
ー

ル と し た . 痛 細胞 の 染色寧

が5 % 未満 を陰性, 5 % 以上25 未満を軽度陽性, 2 5 % 以上 50 未

満を中等度陽性, 5 0 % 以上を高度陽性 と判定 した .

Ⅶ . 統計学的解析

P C 1 2 細胞の 突起伸長陽性細胞率 の検討 に は, M an n ･ Ⅵ職it n e y

の U 検 定 を用 い て判定 し, 危険率5 % 未満 の 場合 に有意差あり

と判定 した.

成 練

Ⅰ. ヒ ト大腸癌培養細胞様 に お け る N G F の 遺伝子 お よ び蛋

白 レ ベ ル で の発現

R7 1 P C R 法で は ,
N G F に対 する プライ マ ー ペ ア ー によ りN G F

由来の 70 0 塩基対の 増幅 D N A 断片が 特異的に検出 さ れ, ま た

′
ク ー ア ク チ ン に対 する プ ライ マ

ー

ペ ア
ー

に よ り
′
ヲ ･ ア ク チ ン 由来

の592 塩基対 の 増幅 D N A 断片が 特異的に検出 さ れ た . こ れ ら

の 断片 はサ ザ ン プ ロ ッ ト ハ イ プリ ダイ ゼ
ー シ ョ ン法 で は

,
各々

が単
一

の バ ン ドと して 検出され た (図1) .

1 2 3 4 5 ` 7 $ 9 1 0 1 1 1 2 13

く7 00 b p

く5 92 b p
F短. 1 . S o u th e m bl o t an al y si s o f R T

I P C R a m pliB e d p r o d u ct s of m R N A wi 也 th e g e ciB c p r o b e s fo r N G F an d P
･

a Cti n in a h u m a n m a馳n a n t

g 鮎 m a c e u h e (U 8 7 M G) aJ ld tw el v e h u m an C Ol o r e ct al c a n c e r c el1 1 in e s . N G F i s e x p r e s s ed i n 血 e l an eS l
-3
,
5
,
7
,
an d 9 L 1 3 ･ T h e l a n e s l

,

U 8 7 M G b o sid v e c o n t r ol); 2 , C a R l; 3 , R C M
-1; 4 , S W 4 80 ; 5 , S W 62 0 ; 6 , S W 8 3 7; 7 , C ol o 3 2 0 D M ; 8 . D L D

･1; 9 , H
′

ト29 ; 1 0 , H C T
l1 5; 1 1 ,I 3 17 4 T ;

1 2
,
S W 4 8; an d 1 3 , C oI o 2 0 1 . 1 m e 餌p r e S S e d si z e s (b p) of th e R T

IP C R p r o d u c ts w e r e i n di c at e d at th e ri gh t wi t h a r r o w s ･
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免疫組織化学染色で は
,
免疫反応物質 は細胞質内 に租顆粒状 に

存在 して い た( 図2) .

表1 に は , 各培養細胞株 に お ける N G F m R N A お よ び N G F 蛋

白の 発現の 解析結果をまとめ て示した . 1 2 種 の 大腸癌培養細胞

株 の うちS W 4 8 0 , S W 8 3 7 お よ び D L D
- 1 の 3 株を 除 い た9 株

(75 % ) に お い て N G F m R N A の 発現 が認 め ら れ , 特 に C a R - 1 ,

A

R C M -1
,
L S 1 7 4 T お よ びS W 4 8 に 強い バ ン ドが認 め ら れ た .

免疫組織化学染色 に よ る検討 で は , S W 4 8 0 , S W 8 3 7 お よ び

D L D - 1 の 3 株を 除い た 9 殊 に お い て N G F 蛋白 の 党 規が 陽性で
,

N G F m R N A の 発 現と
一

致 する 結果であ っ た .

ま た
,
R T - P C R 法 に よ りN G F m R N A の 強 い 発 現を認 めた

C a R - 1 と S W 4 8 で は
,
免疫組織化学染色に お い て も強く染色さ

Fig . 2 . M i c r o s c o pi c p h o to g r叩h s w ith i m m u n o s tai n in g f o r N G F p r o t e in
in h u m an C O1 0 r e C tal c a n c e r c el1 1i n e s ･ 仏) N o st ai n e d c ell s w e r e

f o u n d i n th e S W 4 8 0 . (B) C y t o pl a s m i c i m m u n o r e a cti vity w a s o b s e rv e d in th e C aR
-1 c ell s ･ T h e s c al e b ar

,
1 0 Fl m ･

Fig . 9 . M i c r o s c o pi c p h o to g r 叩h s w ith i m m u n o st ai ni n g fo r N G F p r o t e in i n h u m an n O rm al c ol o r e c tal m u c o s a a n d c an C e r ti s s u e s . (A) ¶ l e r e

w a s n o p o si ti v e s tai n in g i n n o r m al m u c o s a . (B ) T b e r e w a s n o p o siti v e st a in in g in c an C e r C ell s o f C a s e 1 4 . (C) an d ( D) P o siti v e c yt o pl a s m ic

i m m u n o r e a ctivi tY fo r N G F p r o t ei n w a s o b s e rv e d in c a n c e r c ell s o f C a s e 1 6 . E a c h c a s e n u m b e r c o r r e sp o n d e d t o th a t in T ab l e 2 . (刃 , (B)

an d ( C) T h e s c al e b a r , 1 0 0 FL m ･ (D ) n e s c al e b a r , 1 0 F L m .
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T a ble l . N G F e x p r e s si o n i n c o l o r e ct al c a n c er c ell li n e s at

m R N A a n d pr o t ein l e v els

E x pr e s si o n of N G F

C e11 1in e

m R N A P ro t ei n

C a R - 1

R C M - 1

S W 4 8 0

S W 6 20

S W 8 3 7

C ol o 3 2 0 D M

D L D - 1

H T - 29

H C T - 1 5

LS 1 7 4 T

S W 48

C ol o 2 0 1

+

+

一

+

一

+

一

+

+

+

+

+

S

W

一

W

一

W

一

W

W

W

S

W

T h e e x p r e s si o n p a tt e r n s o f N G F m R N A w e r e cl as s ifi e d i n t o t w o

g r o u p s ･
-

,
n e g ati v e; + , P O Siti v e ･ T h e e x p r e s si o n p a tt e r n s o f

N G F p r o tein w e r e c la s s ifie d i nt o th r e e g r o u p s ･ - , n O S t ain l n g;
W

,
W e e k s t ai n l n g ; S , St r O n g S t ain l n g ･

れ て おり
,
N G F の m R N A レ ベ ル で の 発現程度 は

,
蛋 白 レ ベ ル

で の 発現程度と相関し た.

Ⅱ . 大腸癌培養細胞上溝中の N G F 蛋白の 生物学的漬性 に つ

い て

大腸癌培養細胞 か ら分泌さ れ る N G F 蛋白が 生物学的活性を

有する蛋白であ る か 否かを ,
P C 1 2 細胞 に対する突起伸長作用

の 有無で評価 し た.

そ の 結果, 大腸癌培養細胞上宿を添加 しなか っ た コ ン ト ロ
ー

ル 群 の P C 1 2 細胞 で は
,
4 8 時間の 観 察期間内に は突起伸長 を示

す細胞 は ほ と ん ど見ら れ な か っ た (図3 A) . ま た , 免疫組織化

学的 に N G F 蛋白 の 発現を認めなか っ たS W 4 8 0 の 培養細胞 上清

の 添加 で は ,
P C 1 2 細 胞の 突起伸長 は ほ と ん どみ ら れず コ ン ト

ロ
ー ル 群と 同 じ程度 であ っ た (図3B) . しか し , N G F 蛋白の 発

現 が認 め られ た C a R l お よ びS W 4 8 の 培 養細胞上宿 の P C 12 細胞

へ の 添加で は, コ ン ト ロ
ー ル 群に 比 して多くの P C 1 2 細 胞の 突

起 が著明に伸長 した (図3 C , D ) .

図4 に は
,
各大腸癌培養細胞株 の 培養細胞上宿 をP C 1 2 細胞

に 添加 した 時の 突起伸長陽性細胞率 を示 し たが , こ れ ら の 結果

Fi g . 3 . I n d u cti o n o f n e u ri te o ut g r o w th of P C 1 2 c ell s c u ltu r e d i n
th e m e d i u m c o n diti o n e d b y e a ch c ol o r e c t al c a n c e r c e

ll li n e s ･ ㈱ a n d (B)

O u tg r o w 血 o f th e n e u rit e w a s n o t o b s e rv e d in n eith e r th e c o n tr ol (勾 n o r th e S W 4 8 0 (B ) ･ (C) a n d (D ) I n t e n s ely
r

d e v el o p e d n e u rite

O u tg r o w 也i n th e C a R
- 1 (C) a n d th e S W 4 8 O)) .
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,
P < 0 .0 1 v s . c o n tr ol .

は
, 大腸癌培養細胞殊 に おけ る N G F m R N A お よ び N G F 蛋白の

発 現程度と
一 致 した .

また
,
こ の 突起伸長作用 は , 中和抗体 と して 抗 N G F モ ノ ク

ロ
ー

ナ ル 抗体を添加する こ と によ り著明 に抑制さ れ た (図5) .

Ⅱ . 切除 大腸癌組織 に お け る N G F の遺伝子お よ び蛋白 レベ

ル で の発現 と局在

外科的に切除 され た原発性大腸癌27 例を対象 に して
, 痛部

お よ び非癌部大腸粘膜 に お ける N G F m R N A の 発現をR T P C R

法 に よ り検討 し た . そ の 結 果 , 痛部 に お い て は 2 7 例 中25 例

(95 % ) に N G F m R N A の 発現 が認 め ら れ た (図6 , 表2) . しか し
,

非痛部粘膜 に発現は認め られ なか っ た (図7) .

次 に
,
I S H に より

, 癌 組織内で オ
ー

トラ ジ オ グ ラ フ イ
ー

の 銀

粒子 と し て 示 され る N G F m R N A の シ グナ ル の 細 胞局在を検討

した . なお , 標識 した セ ン ス プ ロ ー

ブ を用 い た 陰性対照実験と

過剰量の 末標識 ア ン チ セ ン ス プ ロ ー ブ を加え て競合阻害 させ た

陰性対照実験 の い ず れ に お い て も反応 は陰性で , ア ン チ セ ン ス

Fi g . 5 . M i c r o s c o pi c p h o t o g r a p h s o f n e u rite o u tg r o w th o f P C 1 2 c ell s i n th e m e di u m h a vi n g c u lt u r e d th e C a R
-1 . A d di n g th e a n ti

- N G F

m o n o cl o n al a n tib o d y (B) i n to th e m e di u m o b vi o u sl y i n h ib it e d d e v el o p m e n t of n e u rite o u tg r o w th of P C 1 2 c ell s , W h e n c o m p ar e d w i th o ut

t r e a t m e n t ( 朗 . m e s c al e b a r , 5 0 fL m
･

1 2 3 4 5 6 7 8 少 1 0

N G F

β - a C ti m

く7 0 0 b p

く5 9 2 b p

Fi g . 6 . S o u th e rn b l o t a n aly si s o f R r
･P C R am Pli鮎d p r o d u c t s of m R N A wi th th e s p e ci丘c p r ob e s f o r N G F a n d β

-

a C ti n i n a h u m a n m alig n a n t

gli o m a c ell l in e (ロ87 M G) a n d n i n e s u r gi c all y▼r e S e C te d p ri m a r y c ol o r e c tal c a n c e r s p e ci m e n s . E v e r y l a n e e x p r e s s e d N G F e x c e pt th e l a n e

4 . T h e l a n e s l
,
U 8 7 M G (p o sitiv e c o n tr ol); 2 , C a s e 1 9; 3 , C a s e 6; 4 , C a s e l; 5 , C a s e 7; 6 , C a s e 2 0; 7 , C a s e 8; 8 , C a s e 2; 9 , C a s e 1 5; 1 0 , C a s e

2 5 . E a c h c a s e n u m b e r c o r r e s p o n d e d to th at i n T ab l e 2 . ¶ユe e X p r e S S e d si z e s (b p) o f th e R T I P C R p r o d u c t s w e r e i n d i c a t e d at th e ri gh t w ith

a r r O W S .
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T ab Ie 2 ･ N G F e x p r e s si o n i n c ol o r e ctal c a n c e
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Fig . 7 . S o u th e r n bl o t a n al y si s o f R T P C R a m pli丘e d p r o d u ct s o
f m R N A w i th th e s p e ci鮎 p r o b e s f o r N G F a n d β

-

a C ti n ･ N G F i n a h u m a n

m alig n a n t gli o m a c ell li n e ( U 8 7 M G) a n d ni n e h u m a n n o rm al c ol o r e ct al m u c o s a . N G F w a s e x p r e s s e d i n th e l an e l ･ T h e l an e S l , U 8 7 M G

b o siti v e c o n tr ol); 2 , C a s e 1 9; 3 , C a s e 6 ; 4 , C a s e l; 5 , C a s e 7; 6 , C a s e 2 0; 7 , C a s e 8 ; 8 , C a s e 2; 9 , C a s e 15; 1 0 , C a s e 2 5 ･ E a c h c a s e n u m b e r

C O r r e s p o n d e d t o th at i n T ab l e 2 . T h e e x p r e s s e d si z e s (b p) of th e R T I P C R p r o d u c t s w e r e i n di c a te d at th e ri gh t wi th a r r o w s ･
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Fi g . 8 . A u to r ad i o g r a m s in b ri gh t GA) an d d al七 丘eld s (B ) s h o wi n g i n sit u h yb ridi z a ti o n o f p ri m a r y c ol o r e c t al c a n c e r s p e ci m e n s wi th
35

s -

1 a b el e d P - N G F p r ob e . T h e si g n al w a s l o c ali z e d i n c a n c e r c ell s o f C a s e 2 0 ･ T h e c a s e n u m b e r c o r r e s p o n d e d t o th at i n T abl e 2 ･

′

m e s c al e

b a r
,
5 0 /ノ m .

プ ロ
ー ブ の 特 異性 が確認 され た .

3 S
s 標識 N G F ア ン チ セ ン ス プ

ロ ー ブを用 い た ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー

シ ョ ン に より
, 癌細胞 に

一 致

して強 い N G F 汀戯N A の シ グナ ル を示す銀粒子が認め ら れ た (園

8) .

さ ら に
,
免疫組織化学染色 に より N G F 黄白 の 発 現 に つ い て

検討 した. そ の 結果, 2 7 例中20 例 (74 % ) にN G F 蛋白の 発現を

認 め た .
こ の 20 例 は

,
い ずれ も N G F m R N A の 発現 が認 め られ

た 材料であ っ た ,
N G F 蛋自発硯陽性例 で は , 抗 N G F 抗体 に対

する免疫反応物質は癌細胞の 細胞質内で租顆粒状 に存在 して い

た (図9C , D ) . しか し , N G F m R N A の 発現を認 め な か っ た 材

料で は , 全例 免疫組織化学染色 に お い て も, N G F 蛋白 の 発現

は 認め ら れ なか っ た (図9B) .
一

方 , 非癌部大腸粘膜は, 染色

陰性であっ た (図9 A) .

表2 に は , 大腸癌組織 にお ける N G F の 遺伝子 お よ び 蛋白 レ

ベ ル で の 発 現結果 をま と め て 示 し た . 早期 痛 の 4 例 中 3 例

(75 %) に N G F m R N A の 発現を認め , そ の うち2 例 (50 % ) に は

N G F 蛋白の 発現も認め た . ま た , 進行癌 に お い て は , 2 3 例 中

2 2 例 (96 % ) に N G F m R N A の 発 現 を認 め ,
そ の う ち1 8 例

(78 % ) は N G F 蛋白の 発現も陽性 で あ っ た . なお N G F m R N A 発

現 陰性例 は, い ずれ も N G F 蛋白発現陰性であ っ た .

考 察

N G F は
,
脳由来神経成長因子 (b r ai n - d e ri v e d n e u r o t r o ph i c

f a c to r)
期

,
ニ ュ

ー

ロ ト ロ ピ ン 3 ( n e u r o t r o p h i n -3)
3{l)

,
ニ ュ

ー ロ ト

ロ ピ ン4/5 ( n e u r o tr o p h i n -4/ 5)
:}1 )
と とも に神経成長因子 フ ァ ミリ

ー を形成 し, 中枢神経の み なら ず末梢神経 の ニ ュ
ー ロ ン の 生 存

維持と細胞分化を調節す る代表的な神経栄養国子 である .

こ の N G F は 他 の 神 経栄養国子 と は 遠い , 神経 系以 外 の 免疫

担当細胞 に対す る作用も有す こ と が 知 ら れ て い る
5 川一卜 12)

. そ し

て
,
1 9 9 1 年にt r k A 遺伝 子産物が N G F に対す る レ セ プ タ

ー

で あ

る こ とが 報告され
:j2)

,
チ ロ シ ン キ ナ

ー ゼ活性を有す るt rlこA が 神

経組織 の み な らず単球
33)

,
リ ン パ 球

∈】)
お よ び 肥満細胞

0)
と い っ

た血 液細胞 にも発現 して い る こ とが 示 され た の で あ る . こ の よ

う に
,
N G F は 肥浦和胞 の 生存を延長 させ , さ ら に肥満細胞を

活性化 させ ヒ ス タ ミ ン な どの 化学伝達物質の 分泌を促進 させ

る
5 卜 乃

,
リ ン パ 球の 増殖や 分化を促進 させ る

9)10)

,
単球の 活性化

を促す
33)

,
な どの 作 用を持ち

,
こ れ ら はす べ て テ ロ シ ン キ ナ ー

ゼ 活性 を有するt rk A レ セ プ タ ー を介 して行 わ れ て い る こ とが

明らか に さ れ た の で ある .

と こ ろ で
, 消化器痛 の 病巣部 に は , 肥満細胞, マ ク ロ フ ァ

ー

ジや リ ン パ 球の 浸潤が し ば しば観察 さ れ
13 卜 1 5)

, 痛関連肥満細胞

(tu m o r - a S S O Ci a t e d m a s t c ell s) , 癌 関連 マ ク ロ フ ァ
ー

ジ(t u m o r ･

a s s o c i a t e d m a c r o p h a g e s) お よ び 腫瘍浸潤 リ ン パ 球 (t u m o r

i n 血e r ati n g l y m p h o c yt e s) の 別名 で呼 ば れ て い る .
こ れ ら免疫担

当細胞 は膿瘍免疫 に関与するだけでなく, そ れ ら免疫担当細胞

が様々 な プロ テ ア ー ゼ
,
さ ら に 成長因子や サ イ ト カ イ ンを分泌

す る こ と に より
,
痛 の 増 殖お よ び浸潤 ･ 転移 に重要 な影響を与

えて い る と考えら れ て い る
1 6卜 20)

. こ れ ら免疫担当細胞を病巣周

囲に誘導す るサ イ トカ イ ン と し て こ れ ま で に癌細胞 か ら分泌さ

れ る CS F が 知 られ て おり , 癌細胞 と こ れ ら免疫担当細胞と の相

互 作用が固形腫瘍 の 増殖や浸潤
･

転移 に深く関与する と
一 般的

に考えられ て い る .
こ の C S F が 消化器癌 で発現 して い る と の 報

告 は 数多くあ るもの の ,
N G F の 発 現 に つ い て は ,

ア ス ト ロ サ

イ ト
ー

マ
:i4 )

,
グ リ オ

ー

マ
23) 3 4 )

,
プ ロ ラ ク チ ノ ー

マ
:-5)
な どの 脳腫

瘍 と前立腺癌
3(;)
で の 研究が あ るの み で , 消化器病で の 発現に つ

い て の 報告 は こ れ まで に見 ら れ な い . そ こ で 本研究で は, 近年

増加傾向にあ る大腸癌を対象 に , N G F の 遺伝子 レ ベ ル , およ

び 蛋白 レ ベ ル で の 発現と そ の 局在 に つ い て 検討 した .

今回 の 大腸癌培養珊胞株を用 い た 検討 で は ,
遺伝子 レ ベ ル ,

お よ び 蛋白 レ ベ ル で の N G F の 発現 が12 枠 中9 株 (75 % ) に確認

さ れ た . さ ら に
,
P C 1 2 細胞 に N G F 蛋 白発現細胞株 である

S W 6 2 0
,
C a R - 1

,
お よ びS W 4 8 の 培 養細胞 上清を添加する こ と

によ り有意な突起伸長を示 し, そ の 突起伸長 は, 中和抗体と し

て抗 N G F モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体を加える こ と によ り抑制 され た .

ま た , 臨床材料で の 検討 でも ,
ⅣトP C R 法お よ び 免疫組織化学

染色を用 い た検討 に より , 痛組織 にお ける遺伝子 レ ベ ル , お よ

び 蛋白 レ ベ ル で の N G F の 発 現が 高率 に確認 され ,
I S H により

N G F m R N A の 局在が 癌細胞 にあ る こ と が 証明さ れ た . 以 上 よ

り
, 大 腸痛細胞 は, 生物 学的活性を有する N G F 蛋白 を合成

･

分泌 して い る こ と が 証明 され た .
こ の 結果 より , 大腸癌組織内
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にお い て は ,
癌細胞 か ら分泌 さ れ た N G F 蛋白は , 腫瘍組織内

に浸潤 して きた 肥満細胞, マ ク ロ フ ァ
ー ジや リ ン パ 球な どの 問

質細胞 に対 し パ ラ ク リ ン 的に 作用 して い る 可 能性 が示唆 さ れ

た . すな わ ち, 癌細 胞か ら分泌さ れ た N G F 蛋白 は , 腫瘍 組織

内に浸潤 して い る免疫担当細胞を介 して , 間接 的で は あ るが ,

癌の 増殖や 浸潤
･ 転移 に少 なか らず影響 を与えて い る可 能性が

推察 され た .

と こ ろで
,
N G F に は前 述 し た よ う な神経系 へ の 作 用や 免疫

担当細胞 へ の 作用以 外 に も, trk A レ セ プ タ
ー を 有す る腫瘍耕柑包

に対 して様々 な作用 を有 して い る と の 報告 が最近に なり散見 さ

れる よう に な っ た
即 7) Ⅷ )

. 例えば , N G F 蛋白はtr k A レ セ プ タ
ー

を発現 して い る プ ロ ラ グ チ ノ
ー

マ 細胞 の 分化 を 誘導する こ と に

より, 悪性 度を低下 させ たり
35)

,
廿k A レ セ プ タ

ー

を強制発現 さ

せた 髄芽細胞膜 の ア ポ ト
ー

シ ス を誘導す るな ど
‥与7}

,
tl七A レ セ プ

タ
ー

を発現 して い る臆壕細胞 の 増殖 に対 して抑制的に働く と の

報告が見ら れ る . ま た そ れ と は逆 に
,
t rk A を発現 して い る前立

腺癌細胞 や メ ラ ノ
ー

マ 細胞 で は , N G F 蛋白 は そ の 浸潤能を高

めた り
‥ 榊 )

,
乳 癌細胞 に お い て は , そ の 増殖 を促進 させ る と の

報告も見 られ る
4(り

. こ の よ う に, 現時点 で は腫瘍細胞 に対する

N G F 蛋白の 役割 に 関 し て は , 意見 の
一 致 を見 て い な い の が 実

状で あ る . た だ し
, 最近行 っ た抗 ヒ トtr k A ポ リ ク ロ

ー

ナ ル 抗

体(S a n t a C ru Z , C alif o mi a , U S A ) を用 い た免疫組織化学染色 によ

る予備実験 で は ,
大腸癌細胞 にお け る けk A の 発現 はない か , あ

っ ても極め て 弱く
,
そ の 発現頻度は極め て 低い と の 結果 を得て

い る . し た が っ て
,
現 時点 で は 大腸癌細胞 より分泌 さ れ た

N G F 蛋白は
,
主 にt rk A レ セ プ タ

ー を有 する 肥満細胞 ,
マ ク ロ

フ ァ ー ジや リ ン パ 球 に対 して パ ラク リ ン 的 に作用す るもの で あ

り, t rk A レ セ プ タ
ー

の 発現頻度が低 い 大腸癌細胞 に対 して は ,

オ
ー

ト ク ライ ン 的に は作用 しが た い も の と考え てい る .

今回の 研 究で 初 め て ,
大腸癌細胞が 生 物学的活性 を有する

N G F 蛋白 を合成 ･ 分泌 する こ と が 証明 さ れ た . 今後 t 大腸癌

の み な らず
,
他 の 消化器病 に お い て も N G F 蛋白 の 発現程度が

詳細 に検討 さ れ
,
消化器病の 増殖 お よ び 浸潤 ･ 転移 に お ける

N G F 蛋白 の 役 割 に つ い て 分子生 物学的 レ ベ ル で 解 明さ れ る こ

と を期待 し た い .

結 論

ヒ ト大腸癌培養細胞株 お よ び外科的に切除さ れ た 大腸癌組織

におけ る N G F m R N A な ら び に N G F 蛋白の 発現 と そ の 生物学的

活性の 有索引二 つ い て 検討 し
,
以 下の 結 果 を得 た .

1 . ヒ ト大腸癌培養細胞株 にお け る N G F m R N A と 蛋白 の 発

現を それ ぞ れ R r P C R 法 ,
お よ び 免疫組織化学染色 に より解析

した結果, 1 2 株 中9 株(75 % ) に発現を認め た.

2 . N G F の 発現 を認 め たS W 6 2 0 , C a R - 1 , お よ びS W 4 8 細胞

株の 培養細胞上清 をP C 1 2 細胞 に添加す る こ と に よ り, P C 1 2 細

胞の 有意 な突起伸長 が認 め ら れ た . ま た
,
こ の 突起伸長 は抗

N GF 中和抗体 に より著明 に抑制さ れ た .

3 . 原発性大腸癌組織 にお ける N G F m R N A の 発現 を RT IP C R

法により検討 した結果, 2 7 例中25 例 (9 5 % ) に N G F m R N A の

発現を認め た .

4
. 原発性大腸癌組織 にお ける N G F 蛋白の 発現 を 免疫粧織

化学染色 によ り検討 した 結果 ,
2 7 例中20 例 (74 % ) に N G F 蛋白

の 発現 を認め た .

以上 の 結果 か ら , 大腸 癌細胞 は 生 物学的活性 を有す る N G F
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蛋白を 合成 ･ 分泌 して い る こ と を示 して い る .
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,
1 9 97

3 9) M a r c h etti D , M e n t e r D , Ji n L , N ak aji m a M , N i c oI s o n G L ･

N e r v e g r o wi h f a c t o r eff e c ts o n h u m
an a n d m o u s e m el a n o m a c ell

i n v a si o n a n d h e p a r a n a s e p r o d u cti o n ･ I n t J C a n c e r 5 5‥ 6 9 2 -6 99 ･

1 99 3

4 0) D e s c a m p s S , L e b o u r h i s X , D e l e h e d d e M , B o ill y B ,

H o n d e r m a r ck .
N e rv e g r O W 血 f a c to r i s m it o g

e n i c f o r c an C e r O u S

b u t n ot n o r m al h u m an b r e a st e pith ri al c ell s . J Bi oI C h e m 2 7 3:

1 6 6 5 9 - 16 6 6 2
,
1 9 9 8
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E x p r e s si o n of n e r v e g r o w t h f a ct o r i n c ol o r e ct al c a n c e r c ell s T o s h i a ki Y a s ui
,
D e p ar t m e nt o f S u r g e ry II , S c

h o ol o f

M e di ci n e , K a n a z a w a U n i v e r si ty , K an a Z a W a 9 2 0
-8 6 4 0

-

J . J u z e n M e d S o c .
,
1 0 8

,
3 4 9

-

3 5 9 ( 19 99)

K e y w o r d s c o l o r e c t al c a n c e r , n e r V e g r O W th f a c t o r , i n si t u h y b ri d i z a ti o n , r e V e r S e t r a n S C r l P t l O n
- P C R

,

i m m u n o h i st o c h e m i c al s ta i n l n g

A b s t r a ct

N er v e g
r o w th f a c t o r ( N G F) h a s w el トc h ar a C te ri z e d e 鮎 ct s o n th e d e v el o p m e n t a n d s u r v i v al o f n e u r o n al c ell s ･ M o r e o v e r , it

i s als o a s s o c i a te d w i th th e d i ff e r e n ti ati o n a n d s u r v i v al of c ell s o f th e i m m u n e s y s te m . C ol o r e c t al c a n c e r s u s u all y c o n t ai n

i n n lt r ati n g m l g r a tO ry C ell s s u c h a s m as t c ell s , m a C r O P h a g e s a n
d ly m p h o

c y te s ･ It i s h y p o
th e sis e d th at c ol o r e c t al c a n c e r c ells

p r od
u c e N G F

,
W hi c h a c ts o n th e i m m u n o c y te s i n c ol o r e c tal c a n c e r ti s s u e a n d a ls o afft cts th e p r o c e s s o f m et as ta si s ･ T hi s s t u d y

w a s th e r e f o r e d e si g n e d t o e x a m
i n e th e e x p r e s si o n o f N G F a t th e m R N A a nd p r ot ei n l e v el s i n c ol o r e c t al c a n c e rs ･ M at e ri al s

i n c l u d e d 1 2 c ol or e c t al c a n c e r c ell li n e s , C a R
- l
,
R C M - 1

,
S W 8 3 7

,
S W 4 8

,
S W 4 8 0

,
S W 62 0

,
C ol o 2 0 1

,
C ol o 3 2 0 D M

,
H T - 2 9

,

L S 1 7 4 T
,
H C T - 1 5 a n d D L D

- l
,
al s o 2 7 s u rg i c ally r e s e c te d c ol o r e c t al c a n c e r s . I n 9 0 f 1 2 ( 7 5 % ) c ol o r e c t al c a n c e r c ell li n e s a n d

i n 2 5 0f 2 7 (9 5 % ) r es e c t e d cli ni c al c ol o r e c tal c a n c e r ti s s u e s th e m R N A w e r e p osi ti v e i n r e v e r s e tr a n s c ri p ti o n
- P C R a n d

h y b ri d
i z a ti o n ･ I m m u n o h is t o c h e m i c al s t ai n l ng d e m o ns tr at e d N G F p r ot ei n i n a 且n e g r a n ul a r p att e r n diff u s el y i n th e c y t o pl as m

of th e c a n c e r c ell s i n 9 0 f th e c ell li n e s a n d i n 2 0 0 f th e cli n i c al s a m pl es
. E v ery m a t e ri al p o siti v e f o r N G F p r o tei n i n e v it ably

sh o w e d p o si ti v e e x p r es si o n o f N G F at th e m R N A l e v el ･
T h e s u pe r n a ta n t O f th e c e11 c u lt u r e s w hi c h s h o w e d N G F p r ot ei n

e xp r e s si o n s ti m ul a t ed n e u ri te o u tg r o w
th i n P C 1 2 r a t p h e o c h r o m o c y t o m a c e 11s , a n d th i s p h e n o m e n o n w a s i n h ib i t e d b y th e

ad d iti o n of a n a n ti
- N G F m o n o c l o n al a n ti b o d y ･ T h e s e B n d i n g s s u g g e s t th at m o s t c ol o r e ct al c a n c e r c e 11 s sy n th e si z e a n d s e c r e t e

bi ol o g l C a11y a c ti v e N G F p
r ot ei n ･


